
อุปกรณ์และวิธืดำเนินการวิจัย

3.1 เซลล์ท่ีใช!นงานวิจัย

เซลล ์ไฮบร ิโดมาผล ิต โมโนโคลนอลแอนต ิบอด ีต ่อ เททระไชคล ิน  รห ัส  12-3F ไอ โซไท ป ้ชน ิด  

IgG 2a ท ี่พ ัฒนาจากหน ่วยปฏ ิบ ัต ิการวิจ ัยการผล ิตแอนติบอด ี สถาบ ันเทคโนโลย ีช ีวภาพและว ิศวกรรม  

พ ันธ ุศาสตร์ จ ุฬาลงกรณ ์มหาวิทยาลัย

3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีไช!นงานวิจัย

ตารางที่ 3.1 เคร ื่องม ือและอ ุปกรณ ์ท ี่ใช ้ในงานวิจ ัย

เคร ื่องม ือและว ัสด ุอ ุปกรณ ์ แหล่งท ี่มา

1. เครื่องมือ

- กล ้องจ ุลทรรศน ์ชน ิดห ัวกล ับ

- เครื่องกำเน ิดเส ียงความถ ี่ส ูง

- เคร ื่องกวนแม ่เหล ็ก

- เครื่องช ั่งหยาบและละเอ ียด

- เคร ื่องผสมด ้วยแรงหม ุน

- เคร ื่องว ัดค ่าการด ูดกล ืนแสง

- เคร ื่องว ัดความเป ็นกรดเบส

- เคร ื่องป ่นเหว ี่ยงชน ิดต ั้งโต ๊ะ

- เคร ื่องอ ่านปฏ ิก ิร ิยาบนไมโครเพลท

N ikon Corporation, Japan 

D .s .c . group Co., L td , Taiwan  

Com ing , USA

M e ttle r To ledo Co., L td , Sw itzerland  

Scien tific  Industries, Inc, USA  

B IO -T E K * Instruments, Inc, U SA

M e ttle r To ledo Co., L td , Sw itzerland  

M.S.E. L td , England 

T ite rtek m ultiskan, F in land



ตารางที่ 3.1 เคร ื่องม ือและอ ุปกรณ ์ท ี่ใช ้ในงานวิจ ัย

เคร ื่องม ือและว ัสด ุอ ุปกรณ ์ แหล่งท ี่มา

-ช ุดเพาะเล ี้ยงเซลล ์พร ้อมเคร ื่องกวน ขนาด 1 ลิตร Techne, USA

- ช ุดอ ิเล ็กโทรฟอเรซ ิส B io-Rad, USA

- ถ ังแช ่แข ็งเซลล ์ไนโตรเจนเหลว Tayloy-W harton, U SA

- ด ู้บ ่มบรรยากาศคาร ์บอนไดออกไซด ์ Yamato Sc ien tific  Co., L td , Japan

- ตู้ปลอดเชื้อ Sc ien tific  Supply Co., L td , Thailand

- ตู้เย็น Toshiba, Thailand

- ป ็มสุญญากาศ Iwak i, Japan

- ต ู้แช่แข็ง (-20 องศาเซลเซ ียส) Sanyo, Thailand

- ต ู้แช ่แข็ง (-70 องศาเซลเซ ียส) Sanyo, Japan

- อ ่างน ํ้าควบค ุมอ ุณหภ ูม ิ M emmert, Germany

2. อุปกรณ์ต่างๆ

- กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 5 มิลลิล ิตร N ip ro , Thailand

- ขวดแก้ว Boro, Germany

- ขวดเล ี้ยงเชลล ์ขนาด 10 และ 250 มิลลิล ิตร Nunc, Denmark

•เข ็มฉ ีดยาขนาด 1 8 G และ 21G N ip ro , Thailand

- จานทดสอบ E L IS A  ชนิด 96 หลุม Costar, U SA

- ทิป ขนาด 10, 200, 300, 1000 ไมโครล ิตร Axygen, U SA

- ป ีเปตด์แก้ว ขนาด 10 มิลลิล ิตร HBG , Germany

-ป ิเปตด ์อ ัต โนม ิต ิ D iscovery, Poland

- ป ิเปตด์ม ิลต ิชาเนล D iscovery, Poland

ขนาด 300 ไมโครล ิตร

- หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิล ิตร Axygen, U SA

- หลอดทดลองขนาด 15 แ ล ะ 5 0 มิลลิล ิตร CLP, USA

- หลอดสำหร ับแช ่แข ็งเซลล ์ Corn ing Incoporated, M ex ico



3.3 สารเคมีท่ีใช!นงานวิจัย

ตารางท ี่3.2 สารเคม ีท ี่ใช ้ในงานวิจ ัย
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สารเคม ีท ี่ใช ้ไนการว ิจ ัย ล ักษณะการใช ้งาน แหล่งท ี่มา

A ce ton itr ile เฟสเคลื่อนท ี่ใน HPLC S igm a-A ldrich , USA

Acry lam ide gel เตรียมเจลในเทคนิค SDS PAGE S igm a-A ldrich , USA

Am inohexanoyl-b io tin -iV - hydroxy  

succin im ide
เชื่อมต่อTC กับแอนติบอดี Zymed, USA

Am m onium persu lfa te (APS) เตรียมเจลในเทคนิค SDS PAGE S igm a-A ldrich , U SA

B C A  prote in assay k it ว ิเคราะห ์ปร ิมาณโปรต ีน S igm a-A ldrich , U SA

Bromophenol blue เตรียมตัวอย่าง SDS-PAGE S igm a-A ldrich , USA

C itr ic  acid เตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ M erck, Germany

C lenbuterol ทดสอบปฏิก ิร ิยาข ้าม S igm a-A ld rich , USA

Chloramphenico l (CAP) ทดสอบปฏิก ิร ิยาข ้าม S igm a-A ld rich , USA

Chlorte tracycline hyd roch lo ride (CTC ) ทดสอบปฏิก ิร ิยาข ้าม Fluka, China

Coomassie b r illia n t blue R-250 ย้อมเจล SDS-PAGE Pierce, USA

D im ethy l su lfox ide ละลายสับสเตรท T M B Fluka, Sw itzerland

D isod ium  hydrogenphosphate
ส ่วนประกอบของ  

สารละลายบัฟเฟอร์
Carloerba, U SA
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ตารางที่ 3.2 สารเคม ีท ี่ใช ้ในงานวิจ ัย

สารเคม ีท ี่ใช ้ในการว ิจ ัย ล ักษณะการใช ้งาน แหล่งท ี่มา

Doxycyc line  (D C ) ทดสอบปฏิก ิร ิยาข ้าม S igm a-A ldrich , USA

Ethanol ตัวทำละลาย BD H , England

Fetal c a lf serum (FCS) เตริยมอาหารเลี้ยงเชลล์ P A A , Austria

Furazolidone (FZD ) ทดสอบปฏิก ิร ิยาข ้าม S igm a-A ld rich , USA

Hydrogen peroxide เตริยมลับสเตรต Fluka, Sw itzerland

H yd roch lo ric  acid ใช ้ปร ับค ่ากรด-เบส S igm a-A ld rich , USA

ส ่วนประกอบของ
L-G lu tam ine อาหารเล ี้ยงเชลล์ S igm a-A ld rich , USA

Sodium carbonate (N a jC O j) เตริยมอาหารเลี้ยงเซลล์ M erck, Germany

Sodium ch lo ride (NaC l) เตริยมสารละลายบัฟเฟอร์ M erck , Germany

Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) เตริยมสารละลายบัฟเฟอร์ Carlo erba, USA

เตริยมเจลในเทคนิค
Sodium dodecyl sulphate (SDS)

SDS-PAGE
S igm a-A ld rich , USA
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ตารางที่ 3.2 สารเคม ีท ี่ใช ้ในงานวิจ ัย

สารเคม ีท ี่ใช ้ไนการว ิจ ัย ล ักษณะการใช ้งาน แหล่งท ี่มา

Sulfu ric acid (H ,ร (>4) หย ุดปฏ ิก ิร ิยาของเอนไซม ์ M erck, Germany

R PM I 1640 อาหารเล ี้ยงเซลล ์ 

ไฮบร ิโดมา
B iochrome , Germany

Tetracycline hyd roch lo ride (TC ) ทดสอบปฏิก ิร ิยาข ้าม S igm a-A ld rich , USA

3, 3 ’ , 5, 5 ’ - te tramethylbenzid ine (T M B )
สารทำให ้เก ิดส ีของ 

ปฏิกิริยา
S igm a-A ld rich , USA

N , N , N , N -Tetram ethyl-E thylened iam ine เตริยมเจลในเทคนิค
Pierce, U SA

(TE M E D ) SDS-PAGE

Thimerosal สาร i l s  งก ันการปนเ!เอน S igm a-A ld rich , USA

Tris  (hyd roxym e thy l) aminomethane
เตริยมสารละลายบัฟเฟอร์ S igm a-A ld rich , USA

(Trisma base)

สารลดแรงต ึงผ ิว Riedel-de Haën, U K
Tween 20

สำหรับล ้างจานหล ุม S igm a-A ld rich , USA
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3.4 ขนตอนการดำเน ินงานว ิจ ัย

3.4.1 การเพ ิ่มปริมาณแอนติบอด ี

3.4.1.1 การนำเซลล์ไฮบริโดมาท ี่เก ็บอย ่างถาวรมาเล ี้ยง

น ำห ลอด ท ี่เก ็บ เซลล ์ไฮบ ร ิโด มารห ัส โคลน  12-3F ท ี่ม ีความจำเพาะต ่อเททระ  

ไชคล ิน  [15] ออกมาจากไนโตรเจนเหลว นำมาละลาย1ในอ ่างน ํ้าควบค ุมอ ุณหภ ูม ิท ี่ 37 องศาเซลเซ ียส  

ท ันท ี เม ื่อน ํ้ายาแช ่แข ็งในหลอดละลายหมด จ ึงถ ่ายเซลล ์ลงหลอดท ี่ม ีอาหารเล ี้ยงเซลล ์ R PM I 1640 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 ม ิลลิล ิตร แล ้วนำไปป ่น เหว ี่ยงให ้เชลล ์ตกตะกอนท ี่ความเร ็ว  1500 รอบต่อ 

นาที เป็นเวลา 5 นาที ด ูดอาหารเล ี้ยงเซลล ์ท ี่อย ู่ด ้านบนท ิ้ง เพ ื่อล ้างน ํ้ายาแช ่แข ็งออกจากเชลล ์ จากนั้นนำ 

เชลล ์ไปเล ี้ยงในอาหารเล ี้ยงเชลล ์ R PM I 1640 ท ี่ม ี2 0 %  FCS โดยปร ิมาตรในขวดเล ี้ยงเชลล ์ขนาด

10 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในดู้เพาะเล้ียงเชลล์ควบคุมระดับคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 
5 % เล้ียงไว้ประมาณ 2-3 วัน เม่ือเชลล์เจริญเต็มขวด จากน้ันทำการย้ายเซลล์ไปเล้ียงในอาหารเล้ียง 
เซลล์ RPMI 1640 ท่ีมี 10 % FCS ในขวดเล้ียงเซลล์ขนาด 10 มิลลิลิตร 2 ขวด โดยส่วนแรกแบ่งไปเก็บ 
อย่างถาวรในไนโตรเจนเหลว อีกส่วนนำไปใส่ขวดเล้ียงเซลล์ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปริมาตร เล้ียงท่ี 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้เพาะเล้ียงเซลล์ควบคุมระดับคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 % เป็นเวลา 2 วัน 
จากน้ันถ่ายลงภาชนะปริมาตร 50 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตู้เพาะเล้ียงเซลล์ควบคุม 
ระดับคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 % เป็นเวลา 2 วัน แล้วทำการย้ายเซลล์ลงข ว ด เล้ียงเซลล์ท่ีมีการป่นกวน 
ขนาด 1 ลิตร ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ป่นกวนด้วยความเร็ว 20 รอบต่อนาที เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศา 
เซลเซียส ในตู้เพาะเล้ียงเซลล์ควบคุมระดับคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5% เล้ียงเซลล์เป็นเวลา 7-10 วัน 
จนกระท่ังได้ปริมาณแอนติบอดีมากพอ จากน้ันจึงแบ่งใส่หลอดนำไปป่นเหว่ียงให้เซลล์ตกตะกอนท่ี
ความเร็ว 1500 รอบต ่อนาท ี เป ็นเวลา 5 นาที แล ้วแยกส ่วนของเชลล ์ท ี่ตกตะกอนท ิ้งไป  เก ็บส ่วนของ  

อาหารเล ี้ยงเซลล ์ช ํ่งม ีแอนต ิบอด ีไว ้ เพ ื่อนำแอนต ิบอด ีท ี่ได ้ไปทำให ้บร ิส ุทธ ี้ต ่อไป

3.4.1.2 การแช ่แข ็งเก ็บเชลล ์ไฮบริโดมาเป ็นระยะเวลานาน

นำเซลล ์ไฮบร ิโดมาท ี่ได ้จากข ้อ 3.4.1.1 ซ ํ่งเล ี้ยงในอาหารเล ี้ยงเชลล ์ R PM I 1640 

ที่มี 1 0%  FCS โดยปร ิมาตรมาป ่น เหว ี่ย งให ้เซลล ์ตกตะกอนท ี่ความ เร ็ว  1500 รอบต ่อนาท ีเป ็น เวลา  

5 นาท ี จากน ั้นด ูดอาห ารเล ี้ย งเชลล ์ท ี่อย ู่ด ้าน บ น ท ิ้ง  แล ้วเต ิมอาหารเล ี้ย งเซลล ์ท ี่ม ี 10% D im ethy l 

sulfox ide (D M SO ) โดยปริมาตรผสมอยู่ ขณะเย็น ลงไป 1 มิลลิล ิตร ใช ้ป ิเปตเป ่าข ื้นลงเบาๆ จนเชลล์เข ้า 

กันด ีก ับน ํ้ายาแช ่แข ็งเชลล ์ จากน ั้นถ ่ายเซลล ์ลงในหลอดสำหร ับเก ็บเชลล ์แช ่แข ็งขนาด 2 มิลลิล ิตร นำไป
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เก ็บ ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ-70 องศาเซลเซ ียส นาน 24 ช ั่ว โม ง จากน ั้นจ ึงย ้ายไป เก ็บ ในถ ังไน โตรเจนเหลว เขียน 

บันท ึกเก ี่ยวก ับเชลล ์ลงในแห้เมประจำถังเพ ื่อให ้ง ่ายต ่อการค ้นหา

3.4.2 การเตร ียมสารเช ื่อมต ่อระหว ่างเททระไซคล ินก ับ O V A

3.4.2.1 การเช ื่อมต ่อเททระไซคล ินก ับ O V A โดยใช้'ปฏิกิริยา M annich [39]

ทำการเช่ือมต่อเททระไชคลินกับ OVA โดยเร่ิมจากการนำ OVA ความเข้มข้น 
10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีละลายอยู่ในสารละลาย 0.1 M MES, pH 4.7 ท่ีมี 0.15 M sodium chloride 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย TC ท่ีละลายในน้ัากล่ันความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติม 3 7  %  formaldehyde ( v / v )  ปริมาตร 250 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็น 
เวลา 24 ช่ัวโมงในท่ีมืด จากน้ันนำไปทำไดอะไลซิสด้วย PBS เป็นเวลา 3 วัน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา 
เซลเซียส โดยเปล่ียน PBS วันละ 2 คร้ัง ทุกๆ  6 ช่ัวโมง จากน้ันนำมาวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA

3.4.2.2 การหาอ ัตราส ่วนโมเลก ุลการเช ื่อมต ิดระหว ่าง TC  กับ O V A  โดยวิธ ี

M A L D I-  TOF MS

คำนวณ หาอ ัตราส ่วนการเช ื่อมต ิดระหว ่าง TC  กับ O V A  โดยคำนวณจากมวล  

โม เลก ุลของโปรต ีนท เปลยนไปโดยวธ Matrix-Ass isted Laser Desorp tion /Ion iza tion T im e-O f-F ligh t 

Mass Spectrometry (M A LD I-T O F -M S ) โดยส ่งต ัวอย ่างว ิเคราะห ์ท ี่หน ่วยบร ิก ารช ีวภาพ  ศ ูนย ์พ ันธ ุ 

ว ิศวกรรมและเทคโนโลย ีช ีวภาพแห ่งชาต ิ (B IO TEC ) เพ ื่อหามวลโมเลกุลของสาร

จำนวนโมเลก ุลของ TC  ที่เชื่อมติด = (มวลโมเลก ุล T C -O V A ) -  (มวลโมเลก ุลของ O V A )

มวลโมเลก ุลของTC

3.4.2.3 การว ัดปร ิมาณโปรต ีน

ทำการหาว ิเคราะห ์ปร ิมาณ โปรต ีนของ O V A  ท ี่เช ื่อมต ่อก ับ เททระไชคล ิน  โดย  

ใช ้ช ุดทดสอบ BCA™  prote in assay k it (P IERCE) โดยเริ่มจากเตรียม w o rk ing  reagent ด ้วยการผสมรีเอ  

เจนต ์ A  ก ับร ีเอเจนต ์ B ในอ ัตราส ่วน  50: 1 จากน ั้นเตรียมสารมาตรฐาน O V A  ท ี่ความเข ้มข ้น 0-1000  

ไมโครกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร และสารต ัวอย่าง (เททระไชคล ินเช ื่อมต ่อก ับ  O V A ) โดยทำการเจ ือจางด ้วย PBS
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ท่ีความเจือจาง 10 และ20เท่า แล้วเติมสารมาตรฐานและสารตัวอย่างแต่ละความเข้มข้นลงในจาน 
ELISA ชนิด 96 หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร เติม working reagent ลงไปในหลุมท่ีมีสารมาตรฐานและ 
สารตัวอย่าง หลุมละ 200 ไมใครลิตร เขย่าจาน ELISA ชนิด 96 หลุมเบาๆ  ประมาณ 30 วินาที ก่อน 
นำไปเข้าตู้บ่ม 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากน้ันนำจาน ELISA ชนิด 96 หลุมออกมาวางไว้ 
ให้เย็นลงท่ีอุณหภูมิห้องแล้วนำไปวัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง 
spectrophotometer

3.4.3 การตรวจสอบการสร้างแอนติบอด ีท ี่จำเพาะต ่อ TC

นำอาหารเล ี้ย งเซลล ์ไฮบร ิโดมาท ี่ได ้จากข ้อ  3.4.1.2 มาทดสอบการสร ้างแอนต ิบอด ีท ี่ 

จำเพาะต่อ TC  ด้วยวิธ ี ind irect E L IS A  เริ่มจากการเคล ือบหลุมจาน E L IS A  ชนิด 96 หล ุมด ้วย T C -O V A  

ความเข ้มข ้น 3 ไมโครกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร หล ุมละ 100 ไม โค รลิตร บ ่มท ี่อ ุณหภ ูม ิ 4 องศาเซลเซ ียส เป็น 

เวลา 12-16 ช ั่ว โม ง ล ้างด้วย PBS ที่มี 0.05% Tween (PBST) 3 ครั้ง จากน ั้นเต ิมสารละลายนมพร่องม ัน  

เนย 5 % หล ุมละ 300 ไม โครล ิตร บ ่มท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้อง เป็นเวลา 30 นาที เต ิมอาหารท ี่ผ ่านการเล ี้ยงเซลล  ์

ไฮบ ร ิโด มาเจ ือ จางท ี่ค วาม เข ้มข ้น !: 100 -  1: 1,600 เท่า หล ุมละ 100 ไม โครล ิต ร  นำไปบ ่มท ี่

อ ุณหภ ูม ิห ้องนาน 2 ช ั่ว โมง จากน ั้นล ้างแต ่ละหล ุมด ้วย PBST 3 ครั้ง เต ิมแอนติบอดีท ุต ิยภ ูม ิท ี่จำเพาะต ่อ  

แอนต ิบอด ีของหน ู เชื่อมอยู่ก ับ HRP (HPR-labelled goat anti-mouse IgG ) ที่เจือจาง 1: 10 ,000ใน PBS 

หล ุมละ 100 ไม โค รล ิต ร  แล ้วบ ่มท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อง 1 ช ั่ว โม ง  ล ้างหล ุมด ้วย PBST 3 ครั้ง จากน ั้นเต ิม  

สารละลายส ับสเตรต ของเอนไซม ์ ประกอบด ้วย T M B  และ H ,0 ,  ละลายใน 205 m M  potassium citrate  

buffer, pH  4.0 หล ุมละ 100 ไมโครล ิตร บ ่มในท ี่ม ืดอ ุณ หภ ูม ิห ้อ งเป ็น เวลา 1 5 นาท ีเต ิม  1 M  H 2S 04 

ห ล ุม ล ะ 1 0 0 ไม โครล ิตร เพ ื่อหย ุดปฏ ิก ิร ิยาเอนไซม ์ แล ้วนำไปว ัดค ่าด ูดกล ืนแสงท ี่ความยาวคล ื่น  450 

นาโนเมตร ด้วยเครอง E L IS A  m icroplate reader

3.4.4 การทำโมโนโคลนอลแอนต ิบอด ีให ้บร ิส ุทธ ิ่โดยวิธ ี p ro te in  G  a f f in ity  

ch rom a to g ra ph y

นำโปรตีนจีเชฟาโรส (protein G sapharose) 5 มิลลิลิตร ท่ีอยู่ในเอทานอลเข้มข้น 20% 
(w/v) มาล้างเอทานอลออกด้วย 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0 ปริมาตร 5 เท่าของปริมาตร 
คอลัมน์ ปรับอัตราการไหลให้เท่ากับ 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที จากน้ันเติมอาหารเล้ียงเชลล์ท่ีได้จากข้อ
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3.4.1.2 (ปร ิม าตร 600 ม ิลล ิล ิตร) ท ี่ก รองผ ่าน กระดาษกรอง ล งใน ค อ ล ัม น ์โป รต ีน จ ี ปร ิมาตร 300 
มิลลิล ิตร ควรวางแอนต ิบอด ีในล ังน ํ้าแข ็งหร ือท ี่อ ุณ หภ ูม ิตาเพ ื่อ !เองก ันการเส ียสภาพของโปรต ีน  ล้าง 

โปรต ีนท ี่ไม ่จ ับล ับก ับ โปรต ีนจ ีในคอล ัมน ์ออกด ้วย 20 m M  sodium phosphate bu ffe r, pH  7.0 ปริมาตร 

5 เท ่าของคอล ัมน ์ ทำการชะแอนต ิบอด ีท ี่จ ับก ับ โปรต ีนจ ี ด้วย 0.1 M  g lyc ine -H C l bu ffe r, pH  2.7 
ปริมาตร 3 เท ่าของคอล ัมน ์ ให ้ม ีอ ัตราการไหลเท ่าก ับ  1 ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ี โดยเก ็บสารละลายท ี่ออกมา  

จากคอล ัมน ์หลอดละ 1 มิลลิล ิตร ในหลอดท ี่ม ี 1 M  T ris -H C l buffe r, pH  9.0 ปริมาตร 70 ไมโครล ิตร  

เพ ื่อปร ับค ่าความเป ็นกรดเป ็นเบสของสารละลายให ้เป ็นกลาง ปร ับคอล ัมน ์ให ้อย ู่ในสภาพสมด ุลโดย  

เติม 20 m M  sodium phosphate buffe r, pH  7.0 ปริมาตร 5 เท ่าของคอล ัมน ์ หล ังจากน ั้นนำสารละลาย  

แต ่ละหลอดไปว ัดค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี่ 280 นาโนเมตร เพ ื่อนำมาวาดโครมาโตแกรม แล ้วนำสารละลาย  

ในหลอดทดลองท ี่ม ีแอนต ิบอด ีมารวมก ัน  เพ ื่อนำไป ไดอะไลซ ิส  ใน PBS ที่มี 0.01% thymerosal เป็น 

เวลา 3 ว ัน ท ี่อ ุณหภ ูม ิ 4 องศาเซลเซ ียส โดยเปล ี่ยนบ ัฟ เฟอร ์ว ันละ 2 ครั้ง [40] หล ังจากน ั้นนำไปหา  

ปริมาณโปรต ีน

3.4.5 การหาปริมาณแอนติบอดี

การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงโดยนำแอนติบอดีท่ีผ่านการ 
ไดอะไลซิสแล้วไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร คำนวณหาปริมาณแอนติบอดี 
จากสูตร

ความเข้มข้นของแอนติบอดี (IgG) (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) = ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร
extinction coefficient ของ IgG

หมายเหตุ ค่า extinction coefficient ของสารละลาย IgG 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีความยาวคล่ืน 280 
นาโนเมตร มีค่า 1.35 [41] และวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA โดยใช้ BSA เป็นสารมาตรฐาน
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3.4.6 การทดสอบความไวของแอนต ิบอด ีหล ังการทำให ้บร ิส ุฑธ ิ๋ต ่อเททระไซคล ิน ในร ูป  

อิสระ

เตร ียมสารเททระไซคล ินท ี่ความเข ้มข ้น  ตั้งแต่ 0 -  1,000 นาโนกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร มาทำ 

การทดสอบด ้วยว ิธ ี ind irect E L IS A  โดยทำการเต ิมเททระไซคล ินท ี่ความเข ้มข ้น  ตั้งแต่ 0 -1 0 0 0  นาโน  

กรัมต่อม ิลลิล ิตร และแอนต ิบอด ีท ี่ผ ่านการทำให ้บร ิส ุทธ ิ้ในอ ัตราส ่วน 1: 1 แทนอาหารเล ี้ยงเชลล ์

3.4.7 การทดสอบความบริส ุทธ ิ่และการหามวลโมเลก ุลของแอนต ิบอด ีหล ังจากทำให ้บร ิส ุทธ ิ่

ด ้วยเทคน ิค SDS -PAG E  (Sod ium  Dodecyl Su lpha te -P o lya c ry lam ide  Gel

E lec tropho res is )

3.4.7.1 การเตรียมพอลิอะคริลาไมด์เจลชน ิดแผ่น

เตรียม 15% separating gel ท ี่ม ีความกว ้างไม ่ตรกว ่า 5 เซนต ิเมตร ยาว 8 

เซนติเมตร และหนา 0.2 เซนติเมตร ปร ับผ ิวหน ้าเจลให ้เร ียบโดยเต ิมน ํ้ากล ั่น  ต ั้ง ท ิ้ง ไ ว ้30 นาที เพื่อให้เจ 

ลแข็งต ัว หล ังจากน ั้นเตร ียม 5% stacking gel ท ี่ด ้านบนของ separating gel และใส ่หว ีเพ ื่อ เป ็นแม ่พ ิมพ ์ 

ของหลุมเจล ต ั้งท ิ้งไว ้เพ ื่อให ้เจลแข ็งต ัว 30 นาที

3.4.7.2 การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

เตร ียมสารละลายต ัวอย ่างให ้ม ีปร ิมาณโปรต ีน 5 ไมโครกร ัมต ่อ  20 ไมโครล ิตร  

ผสมก ับสารละลายส ีย ้อมท ีม ี SDS, B-mercaptoethanol และ bromophenol b lue (SDS sta in ing dye) ใน 

อ ัตราส ่วน 1: 1 นำไปด ้มท ี่อ ุณหภ ูม ิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ต ั้งท ิ้งไว ้ให ้เย ็นท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้อง  

ก ่อนนำไปป ีเปตในหล ุมเจล

3.4.7.3 การทำ electrophoresis

ทำการแยกแอนต ิบอด ีโดยนำเจลท ี่เตร ียมไว ้ไปประกอบเข ้าก ับ  electrophoresis 

chamber ที่มี SDS ในสารละลายบ ัฟ เฟอร ์ไกลซ ีน ไฮโดรคลอไรด ์ (T ris -g lyc ine -H C L ) (runn ing bu ffe r) 
ท ิ้งส ่ว น บ น แ ล ะส ่ว น ล ่า งข อ งเค ร ื่อ ง  น ำส ารล ะล ายต ัวอ ย ่างม าป ีเป ต ใน ห ล ุม เจล ไม ่เก ิน ห ล ุม ล ะ  20 

ไม โครล ิตร ส ่วนหล ุมของโปรต ีนมาตรฐาน  ให ้ป ิเปตปริมาตร 2 ไม โครล ิตร ต ่อข ั้วไฟพ ิาท ี่ม ีความต ่าง  

ศ ัก ย ์100 โวลต ์เป ็น เวลา 120 นาที จนแถบส ีของส ีย ้อมเคล ื่อนไปจนถ ึงปลายเจลจ ึงหย ุดให ้กระแสไฟพ ิา
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นำเจลท ี่ได ้ไปย ้อมส ีด ้วย coomassie blue (sta in ing so lu tion) ข ้ามค ืนและล ้างในสารละลายของเอทา  

นอลและกรดอะซ ิต ิก (destain ing so lu tion) จนกว ่าเจลจะใสและเห ็นแถบส ีของโปรต ีนช ัดเจน

3.4.8 การเตร ียมช ุดตรวจสอบ

ทำการออกแบบชุดตรวจสอบท ั้งหมด 4 แบบ คือ 

A g - captured direct competitive E L ISA

A g - captured direct competitive E L IS A  ท ีเคล ือบหล ุมด ้วยแอนต ิบอด ีของแพะท ี

จำเพาะต ่อแอนต ิบอด ีของหน ูไมซ ์

A b - captured ind irect competitive E L ISA

A b - captured direct competitive E L IS A

3.4.8.1 การเตรยมชุดตรวจสอบแบบ Ag-captured direct com petitive  E L IS A

ช ุดตรวจสอบแบบ A g - captured direct com petitive E L IS A  เตรยมโดยเริมจาก 

การเคล ือบแอนต ิบอด ีท ี่ม ีความจำเพาะต ่อ เททระไชคล ินบนจาน E L IS A  ชน ิด 96 หลุม หล ุมละ 100 

ไม โครล ิตร บ ่มท ี่อ ุณหภ ูม ิ 4 องศาเซลเซ ียส เป็นเวลา 12-16 ช ั่ว โม ง จากน ั้นล ้างด ้วย PBS ที่มี 0.05%  

Tween-20 จำนวน  3 คร ั้ง เต ิมสารละลายนมพ ร ่องม ัน เนย 5%  หล ุมละ 300 ไม โค รล ิต ร  บ ่มท ี่ 

อ ุณหภ ูม ิห ้อง เป ็นเวลา 30 นาที จากน ั้นล ้างด ้วย PBS ที่มี 0.05%  Tween-20 จำนวน 3 ครั้ง เต ิมเททระ 

ไซคล ิน  ในร ูปอ ิสระท ี่ความเข ้มข ้นต ่างๆไน PBS หลุมละ 50 ไมโครล ิตร ลงไปพร ้อมก ับ เททระไซคล ิน  

ที่เช ื่อมต ่อก ับ HRP หล ุมละ 50 ไมโครล ิตร นำไปบ ่มท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อง บนเครื่องเขย่า เป็นเวลา 2 ช ั่ว โมง  

จากน ั้นนำมาล ้างด ้วย PBS ท ี่ม ี 0 .05%  Tween-20 จำนวน 3 ครั้ง เต ิมสารละลายส ับสเตรทของ  

เอนไซม ซงประกอบด ้วย T M B  และ EI20 2 ละลายใน 205 m M  potassium citrate bu ffe r pH, 4.0 หลุม 

ละ 100 ไม โครล ิตร บ ่มในท ี่ม ืด  ท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้อง เป ็นเวลา 20 นาที แล ้วหย ุดปฏ ิก ิร ิยาเอนไซม ์ด ้วยการ  

เติม 1 M  H 2S 0 4 หล ุมละ 100 ไม โครล ิตร จากน ั้นนำไปว ัดค ่าด ูดกล ืนแสง 450 นาโนเมตร โดยเครื่อง

ELISA microplate reader
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3.4.8.1.1 การเช ื่อมต ่อเททระไซคล ินก ับฮอร์สราด ิชเพอร์ออกซ ิเดส (TC -HRP) [39]

การเช ื่อมต ่อเททระไซคล ินเข ้าก ับ HRP โดยเริ่มจากการนำ HRP ความเข้มข้น

10 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ท ี่ละลายอย ู่ในสารละลาย MES, pH 4.7 ความเข ้มข ้น 0.1 โมลาร ์ ท ี่ม ีโซเด ียม  

คลอไรด ์เข ้มข ้น  0.15 โมลาร ์ ปริมาตร 1 ม ิลลิล ิตร ผสมก ับสารละลาย TC  ท ี่ละลายในน ํ้ากล ั่นความ  

เข้มข้น 10 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ปริมาตร 1 มิลลิล ิตร เต ิมฟอร ์ม ัลด ีไฮด ์ (fo rmaldehyde) ความเข้มข้น  

37 %  (v /v ) ปริมาตร 250 ไม โครล ิตร บ ่มท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้องเป ็นเวลา 24 ช ั่ว โมงในท ี่ม ืด  จากน ั้นนำไป  

ไดอะไลช ์ด ้วย  PBS เป ็นเวลา 3 วัน ท ี่อ ุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซ ียส โดยเปลี่ยน PBS ว ันละ 2 ครั้ง ทุกๆ 6 

ช ั่ว โม ง  จากน ั้นน ำมาว ัดปร ิม าณ โป รต ีน ด ้วยว ิธ ี BC A  แล ้วทำการตรวจสอบการเช ื่อมต ่อด ้วยว ิธ  ี

A g- captured d irect E L ISA

3.4.8.1.2 การหาอ ัตราส ่วนท ี่เหมาะสมของแอนต ิบอด ีก ับเททระไชคล ินท ี่เช ื่อมต ่อ  

กับ HRP

เร ิ่มจากการเคล ือบพ ื้นผ ิวในแต ่ละหล ุมของจาน E L IS A  ชนิด 96 หลุม ด้วยการ 

แปรความเข ้มข ้นของแอนต ิบอด ีท ี่ 0.5, 1, 2.5 และ 5 ไมโครกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร และเททระไชคล ินท ี่ 

เช ื่อมต่อกับ HRP ท ี่ความเข ้มข ้น 0.5, 1, 2, 5, 10 และ 20 ไมโครกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร โดยใช ้ PBS แทน  

เททระไชคล ินในร ูปอ ิสระ แล้วทำการทดลองด้วยวิธ ี A g - captured direct E L IS A

3.4.8.2 การเตรยมชุดตรวจสอบแบบ Ag -captured direct competitive ELISA
ท่ีเคลือบหลุมด้วยแอนติบอดีของแพะท่ีจำเพาะต่อแอนติบอดีของหนูไมช์ 
ชุดตรวจสอบแบบ Direct competitive ELISA (Ag captured) ทเคลือบหลุม 

ด้วยแอนติบอดีของแพะท่ีจำเพาะต่อแอนติบอดีของหนูท่ีความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เตเรียม 
โดยเร่ิมจากเคลือบพ้ืนผิวในแต่ละหลุมบนจาน ELISA ชนิด 96 หลุมด้วยแอนติบอดีของแพะท่ีจำเพาะ 
ต่อแอนติบอดีของหนูหลุมละ 100ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 12-16ช่ัวโมง 
จากน้ันล้างหลุมด้วย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพร่องมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มท่ี 
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที ล้างแต่ละหลุมด้วย PBST 3 คร้ัง เติมเททระไซคลินในรูปอิสระเจือจางท่ี 
ความเข้มข้นต่างๆ  หลุมละ 50 ไมโครลิตร กับเททระไซคลินท่ีเช่ือมต่อกับ HRP หลุมละ 25 ไมโครลิตร 
และแอนติบอดีหลุมละ 25 ไมโครลิตร นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง บนเคร่ืองเขย่า นาน 2 ช่ัวโมง ล้างแต่ละ 
หลุมด้วย PBST จำนวน 3 คร้ัง เติมสารละลายสับสเตรต ของเอนไซม์ ประกอบด้วย TMB และ H202
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ละลายใน 205 mM potassium citrate buffer, pH 4.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในที่มืด ท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที แล้วหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ด้วยการเติม 1 M H2S04 หลุมละ 100 
ไมใครลิตร จากนั้นนำไปวัดค่าดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร โดยเครื่อง ELISA microplate reader

3.4.8.2.1 การหาอัตราส่วนที่เหมาะสมของแอนติบอดีกับเททระไซคลินที่ 
เช่ือมต่อ กับ HRP

หาอัตราส่วนที่เหมาะสมของแอนติบอดีกับเททระไซคลินที่เชื่อมต่อกับ 
HRP ที่เหมาะสมโดยเคลือบหลุมด้วยแอนติบอดีของแพะที่จำเพาะต่อแอนติบอดีของหนูที่ความเข้มข้น 
5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และทำการแปรความเข้มข้นของแอนติบอดีที่ 1, 2.5, 5, 10 และ 20 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและ TC-HRP ท่ี 0.25-40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรโดยใช้ PBS แทนเททระ- 
ไซคลินในรูปอิสระ แล้วทำการทดลองด้วยวิธี Ag- captured direct ELISA

3.4.8.3 การเตรยมชุดตรวจสอบแบบ Ab-captured indirect competitive ELISA
ชุดตรวจสอบแบบ Ab-captured indirect competitive ELISA เตริยมโดยเริมจาก 

เคลือบพื้นผิวของจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วยเททระไชคลินที่เชื่อมต่อกับ OVA ที่ได้จากการทดลอง 
ใน ข ้อ 3.4.2.1 หลุมละ 100ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 12-16ชั่วโมง 
นำแต่ละหลุมมาล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติมสารละลายนมพร่องมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่ม 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างหลุมด้วย PBST 3 ครั้ง เติมเททระไซคลินในรูป 
อิสระที่ความเข้มข้นต่างๆ ลงไป 50 ไมโครลิตร และแอนติบอดี หลุมละ 50 ไมโครลิตร นำไปบ่มที่ 
อุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่า นาน 2 ชั่วโมง ล้างแต่ละหลุมด้วย PBST 3 ครั้ง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่ 
จำเพาะต่อแอนติบอดีของหนู เชื่อมอยู่กับ HRP (HPR-labelled goat anti-mouse IgG) ที่เจือจาง 
1: 10,000 ใน PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่า 1 ชั่วโมง ล้าง 
หลุมด้วย PBST 3 ครั้ง เติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม์ ประกอบด้วย TMB และ H20 2 ละลายท่ี 
ใน 205 mM potassium citrate buffer, pH 4.0 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในที่มืดอุณหภูมิห้อง เป็น 
เวลา 15 นาที เติม 1 M H2S04 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์แล้วนำไปวัดค่า 
ดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง ELISA microplate reader
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3.4.8.3.1 การหาอัตราส่วนที่เหมาะสมของเททระไชคลินที่เชื่อมต่อกับ OVA และ 
แอนติบอดี

หาอัตราส่วนที่เหมาะสมของแอนติบอดีกับเททระไซคลินที่เชื่อมต่อกับ OVA 
โดยการแปรความเข้มข้นของแอนติบอดี 0.005-1.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กับเททระไชคลินที่ 
เชื่อมต่อกับ OVA 0.1-2.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยใช้ PBS แทนเททระไซคลินในรูปอิสระ แล้ว 
นำมาทดสอบด้วยวิธี Indirect ELISA เช่นเดียวกับการทดลองในข้อ 3.4.8.3 และทดสอบหาความไวของ 
ชุดตรวจสอบต่อไป

3.4.8.4 การเตรยมชุดตรวจสอบแบบ Ab-captured direct competitive ELISA
ทำการเคลือบเททระไชคลินที่เชื่อมต่อกับ OVA บนพื้นผิวในของจาน ELISA 

ชนิด 96 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง แล้วล้าง 
ด้วย PBST 3 ครั้ง เติมสารละลายนมพร่องมันเนย 5% หลุมละ 300 ไมโครลิตร นำไปบ่มที่ 
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที ล้างแต่ละหลุมด้วย PBST 3 ครั้ง เติมเททระไชคลินในรูปอิสระ 
เจือจางที่ความเข้มข้นต่างๆ ลงไป หลุมละ 50 ไมโครลิตรพร้อมกับแอนติบอดีที่เชื่อมต่อกับไบโอ 
ติน จากข้อ 3.4.8.4.1 หลุมละ 50 ไมโครลิตร แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่า นาน 2 
ชั่วโมง จากนั้นล้างแต่ละหลุมด้วย PBST 3 คร้ัง เติม Streptavidin-HRP ชื่งจำเพาะต่อไบโอตินที่ 
ความเข้มข้น 1:4,000หลุมละ 100ไมโครลิตร แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิห้องบนเครื่องเขย่าเป็น 
เวลา 30 นาที ล้างแต่ละหลุมด้วย PBST 3 ครั้ง จากนั้นนำมาเติมสารละลายสับสเตรตของ 
เอนไชม ประกอบดวย TMB และ H20 2 ละลายใน 205 mM potassium citrate buffer, pH 4.0 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในที่มืด อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที เติม 1 M H2S04 หลุมละ 100 
ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ แล้วทำการวัดค่าดูดกลืนแสง 450 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง 
ELISA microplate reader

3.4.8.4.1 การเชื่อมต่อระหว่างแอนติบอดีกับไบโอติน (Ab-biotin)
การเชื่อมต่อแอนติบอดีกับไบโอติน เริ่มจากนำแอนติบอดี 1.5 มิลลิกรัมไปทำ 

ไดอะไลซีสใน 0.1 M carbonate buffer, pH 8.4 ข้ามคืน แล้วทำการเติมไบโอติน 100 ไมโครกรัมต่อ 
มิลลิลิตร ที่ละลายใน DMSO กวนเบาเป็นเวลา 4 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นนำไปทำไดอะไลชิส
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ด้วย PBS เป็นเวลา3 ว ันท ี่อ ุณหภ ูม ิ4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยน PBS ว ันละ2 ค ร ั้งท ุก ๆ 6 ชั่วโมง 
จากนั้นนำมาวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA

3.4.8.4.2 การหาอัตราส่วนที่เหมาะสม1ของเททระ1ไชคลินที่เชื่อมต่อกับ OVA กับ 
แอนติบอดีที่เชื่อมต่อกับไบโอติน
หาอัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่างเททระไชคลินที่เช ื่อมต่อกับ OVA กับ 

แอนติบอดีที่เชื่อมต่อกับไบโอติน โดยการแปรความเข้มข้นของเททระไซคลินที่เชื่อมต่อกับ OVA
0.1-5ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และแอนติบอดีที่เชื่อมต่อกับไบโอติน 0.01-5ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
แล้วนำมาทดสอบด้วยวิธี Ab-captured direct ELISA เช่นเดียวกับการทดลองในข้อ 3.4.8.4 และทดสอบ 
หาความไวของชุดตรวจสอบต่อไป

3.4.9 การสร ้างกราฟมาตรฐาน

ทำการเคลือบเททระไชคลินที่เชื่อมต่อกับ OVA ความเข้มข้น 0.125 ไมโครกรัมต่อ 
มิลลิลิตร บนพื้นผิวในของจาน ELISA ชนิด 96 หลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย PBST 3 คร้ัง เติมสารละลายนมพร่องมันเนย 5% หลุมละ 
300 ไมโครลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ล้างแต่ละหลุมด้วย PBST 3 ครั้ง เติมเททระ 
ไชคลินในรูปอิสระเจือจางที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20 และ 40 นาโนกรัม 
ต่อมิลลิลิตร ลงไปพร้อมกับแอนติบอดีท ี่เช ื่อมต่อกับไบโอติน ความเข้มข้น 0.25 ไมโครกรัมต่อ 
มิลลิลิตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง บนเครื่องเขย่า จากนั้นล้างแต่ละ 
หลุมด้วย PBST 3 ครั้งเติม Streptavidin-HRP ซํ่งจำเพาะต่อไบโอตินที่ความเข้มข้น 1: 4,000หลุมละ 
100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที บนเครื่องเขย่า ล้างแต่ละหลุมด้วย PBST 3 ครั้ง 
จากนั้นนำมาเติมสารละลายสับสเตรตของเอนไซม์ประกอบด้วย TMB และ แ ,0 2 ละลายใน 205 mM 
potassium citrate buffer pH 4.0หลุมละ 100 ไมโครลิตรบ่มในที่มืดอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15นาทีเติม 
1 M H,S04 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์แล้วทำการวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 450 
นาโนเมตร ด้วยเครอง ELISA microplate reader
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3.4.10 การเตรืยมตัวอย่าง

การเตริยมตัวอย่างนํ้าผื้งเพื่อนำมาทดสอบในชุดตรวจสอบต้นแบบทำโดยชั่งน ํ้าผี้ง 
ปริมาณ 1 กรัม ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร จำนวน 10หลอด แล้วเติมเททระไชคลินให้ไต้ 
ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 และ 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ มาเจือ 
จางด้วย PBST ปริมาณ 9 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นนำไปตรวจสอบกับชุดตรวจสอบต้นแบบ 
Ab-captured direct competitive ELISA เปรยบเทียบความเข้มข้นของเททระไซคลินที่ไต้กับ
สารละลายมาตรฐาน

3.4.11 การประเม ินประส ิทธ ิภาพของช ุดตรวจสอบต ้นแบบ

3.4.11.1 หาค่าความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบ
นำอัตราส่วนระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดีที่ไต้ จากชุดตรวจสอบทั้ง 4 แบบ 

มาทดสอบกับเททระไซ ค ล ิน ใ น รูปอิสระต้ังแต่ 0-1,000 ppb โดยมีตัวควบคุมลบ คือ หลุมที่ไม่มีเททระ- 
ไซคล ินในรูปอ ิสระ และตัวควบคุมบวก คือ หลุมที่ม ีเททระไชคลินที่ม ีความเข้มข้นสูงที่ส ุดเท่ากับ
1,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร นำค่าการดูดกลืนแสงที่ไต้จากผล ELISA มาคำนวณหาค่า IC50 ด้วย 
โปรแกรมสำเร็จรูป GraphPad Prism 4.03 และคำนวณเป็นค่า LOD และ LOQ โดยค่า IC50 หาไต้จาก 
50% B/B0 คือ

IC50 : 50% B/B0
เม่ือ B คือ ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่มีเททระไซคลินที่ความเข้มข้นต่างๆ 

B0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่ไม่มีเททระไชคลินที่คลิน 
หาค่า LOD และ LOQ (Limit of Quantitation) จากการนำค่าเฉลี่ยของการดูดกลืน 

แสงที่ 450 นาโนเมตร (ท = 9) ที่ไม่มีเททระไชคลิน (B0) มาลบออกจาก 3 และ 10 เท่าของค่าเบี่ยงเบน 
มาตรฐานของ B0 ตามลำดับ โดยนำค่าความเข้มข้นของเททระไชคลิน มาเขียนกราฟโดยให้แกน X  เป็น 
ค่าลอการิทึมของความเข้มข้นของเททระไซคลินและแกน Y เป็นค่า % B/B0
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LOD : B0-3SD
LOQ ะ B0- 10SD

โดยที่ B0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร โดยที่ไม่มีเททระไซคลิน 
SD คือ ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน1ของ B0 

LOD คือ ปริมาณดรสุดที่สามารถวัดได้ 
LOQ คือ ปริมาณตาสุดท่ีสามารถวัดได้อย่างถูกต้อง

3.4.11.2 การทดสอบปฏิกิริยาข้าม (cross reactivity) ของชุดตรวจสอบ
ทดสอบการเก ิดปฏ ิก ิร ิยาข ้ามก ับสารในกล ุ่มเททระไชคลิน และนอกกลุ่ม 

เททระไชคลินของชุดตรวจสอบต้นแบบ ด้วยวิธี Ab- captured direct competitive ELISA โดยสารใน 
กลุ่มเททระไซคลินที่นำมาทดสอบ ได้แก่ เททระไซคลินไฮโดรคลอไรด์ (TC-HC1), คลอเททระไซคลิน 
ไฮโดรคลอไร๑ (CTC-HC1), โรล ิเททระไซคลิน (RTC), ออกซ ีเททระไซคลินไฮโดรคลอไรด ์ 
(OTC-HC1) และด็อกซีเททระไซคลิน (DC) ส่วนยาปฏิชีวนะนอกกลุ่มเททระไซคลินได้แก่ เพนิซิลลิน 
จี (penicllin G), ฟูราโชลิโดล (furasolidole) นอร์ฟลอก1ชา1ชิน (norfloxacin) และคลอแรมฟินิคอล 
(chloramphinicol) รวมถึงเคลนบูเทรอล (clenbuterol) ที่เป็นสารเร่งเนื้อแดง

นำค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จากผล ELISA มาหาค่า IC50 ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 4.03 
โดยคิดจาก 50% B/B0 แล้วคำนวณเป็นเปอร์เซ็นต์ปฏิกิริยาข้าม (% cross-reactivity) โดยสตรคำนวณ 
สังฟ้

เปอร์เซ็นต์ปฏิกิริยาข้าม = IC50 ของเททระไซคลิน X 100

IC50 ของสารที่ทดสอบ
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3.4.11.3 การหาค่าความถูกต้อง (accuracy) ของชุดตรวจสอบ
นำตัวอย่างที่มีการเติมเททระไซคลิน ที่ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0, 2.5, 5, 10, 

25, 50, 100 และ 200 ppb มาหาค่า % recovery โดยทำการตรวจหาความเข้มข้นของเททระไซคลินที่มี 
อยู่ในตัวอย่างและนำผลที่ไต้มาเปรยบเทียบกับความเข้มข้นเททระไซคลินจากกราฟมาตรฐาน โดย 
คำนวณหาค่า % rRecovery จากสูตรตังนี้

% recovery = ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ได้ X  100
ความเข้มข้นของสารที่เติมลงไป

3.4.11.4 การหาค่าความแม่นยำ (precision) ของชุดตรวจสอบ
หาได้จากการศึกษาความแปรปรวนของการทำการทดลองชํ้าในครั้งเดียวกัน 

(intra-variation assay) และการทำการทดลองชำระหว่างครังการทดลอง (inter-variation assay) ตังน

3.4.11.4.1 intra-variation assay
ทำการหาค่าเฉลย standard deviation (SD) และ % coeffecient of variation 

(% CV) ของการวิเคราะห์ตัวอย่าง 9 ซํ้าจากชุดตรวจสอบแบบ Ab-captured direct % CV ซํ่ง 
คำนวณได้จากสูตร

% CV = SD X  100
H-

โดยที่ % CV คือ ค่าร้อยละ1ของส้มประสิทธี้ความแปรปรวน
เแ คือ ค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตรโดยวิธี 

Ab- captured direct competitive ELISA 
SD คือ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร
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3.4.11.4.2 Inter-variation assay
ทำการหาค่าเฉลย )lX, ค่า standard deviation (SD) และ % coeffecient of 

variation (% cv) ของการวิเคราะห์ตัวอย่างเดียวกัน 8 ครั้ง ที่เวลาต่างกันด้วยวิธี Ab-captured direct 
competitive ELISA แต่ทำการทดสอบโดยที่แต่ละครั้งทำ 9 ซ้ํา เม ื่อทำทุกครั้งรวมกันแล้วได ้72 ซ้ํา 
จากนั้นนำข้อมูลที่ได้มาหาค่า |1, SD และ % CV

3.4.12 การว ิเคราะห ์เททระไซคล ินในน ํ้าผ ึ้งท ี่ม ีจำหน ่ายของไทย

ชั่งนํ้าผื้งปริมาณ 1 กรัม จาก 9 แหล่ง ลงในหลอดทดลอง ขนาด 15 มิลลิลิตร จำนวน 
9 หลอด มาเจือจางด้วย PBST ปริมาณ 9 มิลลิลิตร นำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 2,500 รอบต่อนาที เป็น 
เวลา 10 นาที จากนั้นนำไปตรวจสอบกับชุดตรวจสอบด้นแบบ เปรียบเทียบความเข้มข้นของ 
เททระไซคลินที่ได้กับสารละลายมาตรฐานเททระไชคลิน

3.4.13 การส ่งต ัวอย ่างว ิเคราะห ์ด ้วยเทคน ิค LC -M S - MS

โดยส่งตรวจตัวอย่างที่ บริษัทห้องปฏิบัติการกลาง ประเทศไทย จำกัด (Central lab) 
และบริษัทแอนาไลติคอล ลาบอราทอรส์ เซอร์วิสจำกัด (ALS)
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